移植物抗宿主病（GVHD）是异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）后常见并发症。移植后约30％的患者发生重度急性GVHD (aGVHD）[@b1]。近年关于非HLA区域一些炎性因子基因区域的单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphism, SNP）位点的研究表明，IFNg [@b2]--[@b3]、IL-2[@b4]、CTLA4、TNF[@b5]--[@b6]、IL-10[@b7]--[@b10]等均与移植后aGVHD的发生有明显相关性。IL10-592是位于IL-10基因上游592个碱基的SNP位点，这个位点的碱基为A或C两种，组合成AA、AC、CC三种基因型。对欧洲人群的研究结果表明IL10-592位点CC基因型与移植后aGVHD的发生有明显相关性[@b8]--[@b9]，中国非血缘关系供者HSCT的研究结果提示，患者IL10-592位点CC基因型者移植后有较高Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD的发生率[@b10]。我们在供患者HLA-A、B、C、DRB1、DQB1全相合的基础上进一步探讨IL10-592基因型对移植预后因素的影响。

病例与方法 {#s1}
==========

一、病例资料

选择2011年12月至2014年2月在苏州大学附属第一医院血液科行HLA-A、B、C、DRB1、DQB1（10/10）高分辨全相合非血缘（matched unrelated donor，MUD）allo-HSCT的104对恶性血液病患者及其无关供者为实验组。其中男62例，女42例，中位年龄27 (8\~59）岁。急性髓系白血病（AML）48例，急性淋巴细胞白血病（ALL）30例，慢性髓性白血病（CML) 10例，骨髓增生异常综合征（MDS）10例，淋巴瘤4例，粒细胞肉瘤2例。诊断到移植中位时间5（3\~192）个月。供受者性别相合61对，性别错配43对（男供女30例，女供男13例）。以来自全国30个省的100名健康志愿者作为对照组。

二、IL10-592位点基因多态性检测

1\. DNA提取：留取移植前外周血单个核细胞。用美国Promega公司试剂盒抽取基因组DNA，调整DNA浓度至100 ng/ml。冻存于−20 °C冰箱备用。

2\. Sanger法检测IL10-592位点基因型：用primer premier 5.0软件设计目的片段特异性引物（上游：5′-GCTGAAGAGGTGGAAACA-3′，下游：5′-CACAGTGACGTGGACAAA-3′）。Sanger基因测序技术：pre-PCR扩增目的片段，反应体系总体积10 µl：Taq DNA polymerase 0.075 µl，上游引物0.2 µl，下游引物0.2 µl，dNTP 0.2 µl，Mg^2+^ 0.4 µl，10×缓冲液1 µl，灭菌去离子水7.425 µl，模板DNA 0.5 µl。反应程序：95 °C预热5 min, 5 °C解链20 s, 55 °C复性30 s, 72 °C延伸30 s。解链-复性-延伸共36个循环。纯化：PCR产物3 µl，虾碱酶1 µl。反应程序：30 °C 30 min，80 °C 15 min。测序反应：反应体系：bigdye7 µl，下游引物1 µl，纯化产物2 µl。反应程序：95 °C解链20 s, 50 °C复性30 s, 62 °C延伸110 s，共25个循环。第2次纯化：产物10 µl +EDTA 2 µl+纯乙醇25 µl。振荡2 min。2 000×*g*离心15 min，去除上清。沉淀物加80％乙醇45 µl, 2 000 r/min离心5 min。去除上清。变性：沉淀物加HiDi 10 µl，95 °C 2 min。应用ABI-3730型基因分析仪对目的片段进行测序。

三、HSCT预处理方案和aGVHD的预防

1．造血干细胞的采集和回输：104例患者移植物来源全部为供者外周血干细胞，输注单个核细胞中位数7.8 (2.5\~21.7）×10^8^/kg，CD34^+^细胞中位数为4.6 (1.3\~11.0）×10^6^/kg。

2．预处理方案：其中92例采用改良BUCY+ATG（白消安＋环磷酰胺＋抗胸腺细胞球蛋白）方案，12例采用TBI（全身照射）+CY+ATG方案。

3\. aGVHD的预防：采用长程环孢素A（CsA）+短程甲氨蝶呤（MTX）＋霉酚酸酯（MMF）+ATG方案：移植前9天（−9 d）开始用CsA 3 mg·kg^−1^·d^−1^，将其药物浓度控制在200\~400 µg/L；MTX移植后第1天（+1 d) 15 mg/m^2^，+3、+6、+11 d 10 mg/m^2^；MMF 15 mg/kg，每12 h 1次，−9 d起；ATG 2.5 mg·kg^−1^·d^−1^，−5\~−2 d。

四、统计学处理

用SPSS19.0软件进行统计分析，两样本率的比较用χ^2^检验。多因素对预后的影响用二元Logistic回归分析。事件累积发生率的比较采用Log-rank检验，生存率统计采用Kaplan-Meier进行分析。均为双侧检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、供受者IL10-592位点基因型的频率分布

IL10-592位点AA、AC、CC基因型在对照组、实验组（供者和患者）的频率分布见[表1](#t01){ref-type="table"}。其中AA基因型在三组间的分布差异无统计学意义，AC与CC基因型在三组间的分布差异有统计学意义。

###### 各组IL10-592位点基因型的频率分布\[例数（％）\]

  基因型    对照组（100例）   供者（104例）   患者（104例）   *P*值
  -------- ----------------- --------------- --------------- -------
  AA          41（41.0）       49（47.1）      36（34.6）     0.186
  AC          40（40.0）       45（43.3）      59（56.7）     0.039
  CC          19（19.0）        10（9.6）       9（8.7）      0.047

二、IL10-592位点不同基因型对重度aGVHD发生率及累及器官的影响

1．供患者IL10-592位点不同基因型组合对重度aGVHD的影响：

（1）在104例HSCT后患者中有17例（16.3%）发生Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD。当供患者IL10-592位点基因型相同时，即供患者基因型组合分别为AA/AA、AC/AC、CC/CC时，Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD发生率分别为47.1%、3.7%、0，三组间差异有统计学意义（*P*=0.002）。

（2）当供患者IL10-592基因型不同，组合分别为AA/AC、AC/CC、AC/AA时，Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD发生率较高，分别为18.5%、50.0%、12.5%；当供患者IL10-592基因型组合AA/CC、CC/AA、CC/AC时无Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD发生，由于例数较少，两组间差异无统计学意义（*P*=0.336）。

2．患者IL10-592位点不同基因型对aGVHD的发生及累及器官的影响：在发生Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD的17例患者中，累及皮肤7例，肠道12例，肝脏6例。

患者IL10-592位点为AA、AC、CC基因型时Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD发生率分别为27.8%、10.2%、11.1%。三组间差异无统计学意义（*P*=0.072）。患者AA基因型肠道aGVHD的发生率最高且差异有统计学意义（*P*=0.040），各组间皮肤与肝脏aGVHD发生率差异无统计学意义。不同基因型各器官的aGVHD发生率见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 患者IL10-592位点不同基因型累及器官的急性移植物抗宿主病（aGVHD）发生率\[例数（％）\]

  基因型    例数   aGVHD累及器官              
  -------- ------ --------------- ----------- -----------
  AA         36      4（11.1）     8（22.2）   4（11.1）
  AC         59      2（3.4）      3（5.1）    2（3.4）
  CC         9       1（11.1）     1（11.1）       0
                                              
  *P*值                0.298         0.040       0.217

3．供者IL10-592位点不同基因型对aGVHD发生及累及器官的影响：供者IL10-592位点为AA、AC、CC基因型时，患者的Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD发生率分别为26.5%、8.9%、0。三组间差异有统计学意义（*P*=0.024）。供者为IL10-592AA基因型患者移植后有较高肠道aGVHD的发生率，且差异有统计学意义（*P*=0.026），供者为AA和AC基因型时皮肤aGVHD的发生率较高，但差异无统计学意义（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### 供者IL10-592位点不同基因型累及患者器官的急性移植物抗宿主病（aGVHD）发生率\[例数（％）\]

  基因型    例数   aGVHD累及器官               
  -------- ------ --------------- ------------ ----------
  AA         49      4（8.2）      10（20.4）   4（8.2）
  AC         45      3（6.7）       2（4.4）    2（4.4）
  CC         10          0             0           0
                                               
  *P*值                0.643         0.026       0.529

4．移植后Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD发生率的多因素分析：将患者移植时的年龄，从诊断到移植之间的病程，DPB1、DPA1位点，供患者IL10-592位点基因型纳入多因素分析，应用Logistic回归分析各因素对Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD发生率的影响。结果提示供患者IL10-592位点AA基因型对Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD的发病有明显影响（[表4](#t04){ref-type="table"}）。

###### Ⅲ\~Ⅳ度急性移植物抗宿主病发生率的多因素分析

  因素                    *OR*值（95%*CI*）   *P*值
  ---------------------- ------------------- -------
  患者IL10-592AA          3.3（1.0\~10.8）    0.049
  供者IL10-592AA          3.9（1.0\~14.7）    0.043
  年龄（\>27岁）           1.7（0.5\~5.7）    0.372
  DPA1错配                4.2（0.6\~29.8）    0.145
  DPB1错配                0.2（0.03\~1.7）    0.154
  移植前病程（≥6个月）     2.1（0.6\~7.3）    0.265

三、IL10-592位点不同基因型对慢性移植物抗宿主病（cGVHD）的影响

1．供患者IL10-592位点不同基因型组合对cGVHD的影响：在104例患者中有9例移植后早期（\<100 d）死亡，排除在外。95例患者中46例（48.4%）移植后发生cGVHD。

（1）当供患者IL10-592位点基因型相合时，即供患者IL10-592基因型组合为AA/AA、AC/AC、CC/CC时，cGVHD发生率为38.5%、51.8%、100%，差异无统计学意义（*P*=0.726）。

（2）当供患者IL10-592位点基因型不相合时，供患者基因型组合为AC/AA、CC/AA、CC/AC时，cGVHD发生率（61.5%、66.7%、60.0%）较高。供患者基因型组合为AA/AC、AA/CC、AC/CC时，cGVHD发生率（36.0%、40.0%、50.0%）较低。两组间差异无统计学意义（*P*=0.082）。

2．供患者IL10-592位点不同基因型对cGVHD发生率的影响：患者的IL10-592位点基因型为AA、AC、CC时移植后cGVHD发生率分别为51.7%、45.6%、55.6%。三组间差异也无统计学意义（*P*=0.783）。供者IL10-592位点为AA、AC、CC基因型，患者移植后cGVHD发生率分别为37.2%、54.8%、70.0%，三组间差异无统计学意义（*P*=0.095）。

四、IL10-592位点不同基因型对复发的影响

17例（16.3%）患者移植后本病复发。供患者IL10-592位点基因型相合，分别为AA/AA、AC/AC、CC/CC时复发率为17.6%、22.2%、0，差异无统计学意义（*P*=0.723）。当供患者IL10-592位点基因型组合为AC/AA、CC/AA、AC/CC和AA/AC时，复发率分别为18.8%、33.3%、50.0％和11.1%，各组间差异无统计学意义（*P*=0.415）。而基因型组合为AA/CC、CC/AC时无患者复发。患者的基因型为AA、AC、CC的移植后复发率分别为19.4%、15.3%、11.1%，三组间差异亦无统计学意义（*P*=0.785）。供者基因型为AA、AC、CC的患者移植后复发率分别为12.2%、22.2%、10.0%，各组间差异无统计学意义（*P*=0.362）。

五、IL10-592位点不同基因型对总体生存（OS）率的影响

104例患者中位随访时间18 (1\~43）个月，死亡29例。其中死于复发11例，cGVHD 6例，aGVHD 5例，感染4例，多器官功能衰竭2例，弥漫性血管内溶血1例。当供患者IL10-592基因型相合组（AA/AA、AC/AC、CC/CC）时2年OS率为75.0%，不相合组（其他组合）2年OS为74.3%，两组间差异无统计学意义（*P*=0.858）。

患者为AA、AC、CC基因型组移植后2年OS分别为48.2%、75.1%、85.7%。三组间差异有统计学意义（*P*=0.002），见[图1](#figure1){ref-type="fig"}；供者IL10-592位点为AA、AC、CC基因型患者移植后2年OS率分别为56.3%、73.0%、88.9%，三组间差异无统计学意义（*P*=0.163）。

![患者IL10-592位点不同基因型组总体生存曲线](cjh-37-05-372-g001){#figure1}

六、IL10-592位点不同基因型对无病生存（DFS）率的影响

104例患者中17例复发，其中11例复发后死亡。28例死于急慢性排异及感染等非复发因素。当供患者IL10-592基因型相合时（AA/AA、AC/AC、CC/CC）2年DFS率为67.4%，不相合组2年DFS率为71.1%，两组间差异无统计学意义（*P*=0.502）。

患者为AA、AC、CC基因型移植后2年DFS率分别为48.5%、66.3%、76.2%。三组间差异有统计学意义（*P*=0.045），见[图2](#figure2){ref-type="fig"}；供者IL10-592位点为AA、AC、CC基因型患者移植后2年DFS率分别为50.9%、65.5%、90.0%，三组间差异无统计学意义（*P*=0.261）。

![患者IL10-592位点不同基因型组无病生存曲线](cjh-37-05-372-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

在allo-HSCT后，供受者间次要组织抗原[@b11]和一些炎性因子如IL-2、IL-4、IL-6、TNF、IFN、TGF、IL-10等在免疫反应中发挥着重要作用，位于这些炎性因子基因区域的SNP位点对这些基因的表达水平及蛋白功能有重要影响[@b1]--[@b13]。本研究结果提示当供患者均为AA基因型时移植后Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD发生率最高，而CC基因型移植后Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD发生率低。现有研究表明IL10-592位点CC基因型在人群有较高的IL-10表达[@b13]，aGVHD主要病理过程由1型辅助T淋巴细胞及其表达的炎性因子介导[@b14]，IL-10主要功能为下调Th1类炎性因子以及MHC二类抗原的表达从而介导免疫耐受[@b15]--[@b16]，故IL10-592位点CC基因型人群对异基因抗原有较高的免疫耐受性，这与本实验结论IL10-592位点CC基因型患者移植后有较低的aGVHD发生率相一致。然而既往也有国内外研究表明IL10-592位点CC基因型患者移植后有较高的Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD发生率，可能是由于研究选择移植物来源不同[@b7]--[@b9]，存在HLA错配位点的干扰因素[@b10]，以及人种与地域的不同可能存在一定的差异性。而本研究入组病例全部为无关供受者且HLA-10/10全相合，并且排除DP位点的因素。

本研究中患者中IL10-592位点CC基因型组移植后2年OS及DFS率最高，AC基因型组次之，AA基因型组最低。在供者IL10-592位点基因型分组中也发现这种趋势。可能与CC基因型供患者有较低的移植后排异有关。
